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論 文 内 容 要 旨
序 論
正 常 細胞 あ るい は癌 細 胞 に対 ず る薬 物 の 効果 を細 胞 レベ ルで研 究 ず るには,細 胞 を生 体外 に と
り出 して増 殖 せ しめ る組織培 養 法 が 有用 で あ る。
この論 文 では 薬 物 の癌細 胞 に対 す る効 果 を研 究す るため に,そ れ以 前 の基 礎 的 な問題 を とり扱
つ た。
材 料 と して用 い た ラツ ト腹水 肝 癌 は,癌 原 性 化学 物質p一 αi皿e七hy'ユaminoazobθnze-
nθ(DAB)を ラ ツ トに経 口投 与 して発 生 した肝 臓癌 を,腹 水型 に転換 した もの で現 在 ま で
50系 以上 樹立 さ れてい る。 各 腫 瘍 系 はそ の腹 水 像 ・染 色体,増 殖 性,そ の他 い ろ いろ の形態 学
的,生 物 学 的性 質 に 関 して特 長 的差 異 す なわ ち個 有性 を もつ ことが知 られ てい る。 これ らを体外
培 養 した と きに も増殖 様式 にお い て各 系 間 に個 性 的差 異 が み られ るか ど うかが この研 究 の ひ とつ
の 目的 で ある。 ず なわ ち従 来培 養 に成 功 してい る腹 水肝癌 に加 え て.他 の 系 の培 養 も試 み接 種細
胞数 と増 殖 との 関 連 も検討 した結 果,腹 水 肝癌 の 形態 学 的特 徴 と体 外培 養 に むけ る増殖 様 式 との
相 関 を見 出 した。
一 方 マ ウス腹水 肝癌MH154を 長 期 間体 外培 養 してみ ると癌 細 胞 の性 質 に変 化 が み られ る こ と・
が わか つ た。 この よ うな現 象 は細 胞 皿U七a七ioロ と8θ ユectionと も説 明 され る し適 応 とも
考 え る こ とが で きるが,い つ れ にせ よ細 胞 遺伝 学 的 に解析 を要 す る問題 で あ る。 こ のた めには 単
一細 胞 に 由釆ず るclOロeを 得 る実 験 技 術 が必要 となっ て きた
。
従 来 知 られ てい る培 養細 胞は ガ ラス壁 に附 着 し て増殖 ナ る ものが 多 いが,腹 水 肝癌 の多 くは ガ
ラス壁 に 附着 す る ことな く・、培 地 中 に 浮遊 して増 殖 す る ことが判 明 レた。
培 養 細 胞 の単 一細 胞 由来 の細 胞集 団を 得 るの に,ガ ラス壁 に附着 す る細 胞 につ い ては,PUCk
ら(1955)に よつ て開 発 され たPユ ・七i・g法 を応用 す る ととに よ?て ・1・n・ を得 る ことが
で きるが・培 地 中に浮 遊 して増殖す る細 胞 につ い ては,COvergla88 、上 に顕 微鏡 下に コ個
の 細胞 を確 認 して培養 ナ る方法 に よつ て,あ る いはmiCrO皿a且iPUユa七 〇rを 使 用 して ガ ラス
ピペ ッ トで1個 の細 胞 を吸 い上 げ,こ れ を 動物 に移 植 して細 胞集 団 の解 析 を 行 なつ て きた。 これ
らの 方法 では 多 くの試 験 管 あ るいは 多 くの 動物 を必 要 と十 る。
培地 中 に浮遊増 殖 す る細 胞 を ゲル 状 の寒 天 中 に植 え こん で,細 胞 相互 の接 触 を阻 止 して増 殖 さ
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せ れば,寒 天 中 に形 成 さ れた コ ロニ ーは単 一 細胞 由来 のcユOnθ とみ なす こ とが で き よ う。 そ こ
で寒 天 を用 い 姻 定 培地 に よる … 。町 形 塵 の方 法 瀦 田肉腫 を 実験 材 料 と して開発 し,9種
の腹 水 肝癌 と5種 の培 養 細 胞 につ い て コロニ.一の形 態 を比較 検 討 した。
実 験 材 料 お よ び 方 法
細 胞:ラ ツ ト腹水 肝癌15系(Aヨ15,,'AH15R,AH15M,AH1ろG,Aヨ150,AH格DF
(s1),AH130F(q一),AH7974,AH7974P',AH66,AH661i',AH423,AH173),
マ ウス腹 水 肝癌MH154,吉 田肉 腫,Gv(吉 田肉 腫変 異 系)1培 養細 胞 と してEeLa細 胞,工 細
胞,長 期 間継 代 培養 したMH154,長 期 間継 代培 養 したFM5Aを 実 験 に使 用 し た。
以 上 の 多 く.のもの は腹 水 中 で細 胞 が浮 遊 して増殖 ず る腹水 腫瘍 であ る。 中 で も吉 田肉腫,(}v
AH66∬,AH7974F,AE15,AH15R,AH15M,A且130,AHIi50F(S1),AH150F
(a),MH154は 腹 水 中 で個 々の細 胞 が遊 離 した状 態 で増 殖 ず る。 い わゆ る 自由細 胞型 で ある。
一方AH150,AH7974,A亘66,AH1ア3,AH423は 細胞 がい くつ かつ つ 結合 した い わ ゆ
るL島 「を形 成 し,島 と自由細 胞 が い ろ吟 ろの 割合 で混在 してい る。
AH150F(S1)とA耳150F((})はAH150由 来 の 自由細 胞 系の 変異株 で あ り,AE15耳
AH15M,.AH1.ろGはAH15由 来 の,そ れぞ れni七rogenmu8tardゼ6-merca-
pt・pu・in・ ・ 血i七 。mア ・in・G耐 性 の 変 異株 で 南 る。 αVは 吉 田 肉腫 か らの染 色 体が 倍数
性 の変異 を お こ した もの で あ る。
吉 田 肉腫 澄 よび ラヅ ト腹水 肝癌 では,腹 水 細 胞 を直 ちに試 験 管 内 で増 殖 させ る初 代培 養方 式 で
実験 が 行 な われ た。
培 養 法
1)浮 遊培養 にはEagユe皿ini皿umθ886n七ial.1ned.iu皿(,.4EM)に ウ シの 全 血清
20%を 加 えた もの を使 用 した。Eagユ θMEMは120℃115分 間 の高 圧滅 菌 に より,ウ シ 「
血清 はSei儲 櫨 過 に よ り減 菌 した。
担 癌 動物 の腹腔 よ り腹 水 を無 菌的 に採 取 し,培 地 で希 釈 して実 験 に 用 い た。細 胞 数は 血球 計 算
盤 で 測 定。培 地 量 は2犠Zで,接 種細 胞数 は,10個/犠Z(20個/tube),100個/糀Z
(200個/七uわe),1,000個/処Z(2,000個/七ube)1さ らに10,000個/矯Z
(20,000個/七uわe)で あ る。 試験 管 は ゴム栓 で密 栓 し,57℃ で静:地培 養 した。培 地交
換 は そ れぞ れ の接種 細胞 数 に応 じ て初 回 は新 た に2鴨Zを 加 え,次 回 よ り2"尾 つつ 交換 した。
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MR154の 培 養細 胞 の継 代は 角瓶 を 使 用 した。 培 養MH134細 胞 を動 物 に移 殖 継 代 しなが ら再
び試 験 管 内増殖 を検討 す る実 験 では,接 種細 胞数 は10,000個/鵠Z(20,000個/七uわ θ)
あ るいは100,000個/肌Z(200,000個/七ube)と し,培 地交 換 は1日 か2日 餐 きに
行 なつ た。
2)固 型培 地 の撰 定実験 は吉 田肉 腫 細胞 を用 い て行 なつ た。
先 づBag.1eの 塩類 溶 液 に ユaC七 〇a⊥bu皿in(0.48%)と ウシ全 血清(20%)を 加 えた
培 養 液(LE)とEagユe培 養 液 を比 較 す る と・ 後者 では接 種綱 胞数10個/鵬Zと い う極 め て
少 数 の細胞 で も増殖 した。 そ こで置型 培地 の基礎 培 養液 と してEagユe培 養 液 を使 用 し,培 養液
中 のア ミノ酸 と ビ タミンの濃 度,S。aiu皿Pγruva七e添 加 の効果,さ らに細 胞 を撤 布す る
層 の寒 天濃 度に つい て検 討 した。
実 験 結 果 と 考 察
1ラ ツ ト腹水 肝癌 の液 休培 地 に 塾け ろ増殖 様 式 駈1
自由 細 胞型 で あるAH15,AH15R,AH66F,AH7974Fは 培地 中 に浮遊 して初代 培養 で
増 殖 す る。 また これ らは 二次培 養 に:捧い て も活 発 に増殖 した。AH15R,AH66Fは 接 種 細胞数
1妃 あた の10個 の極 め て少数 で も増殖 した。AH15,AH7974Fは 接 種細 胞1伽Zあ た り
100個 で増殖 したが,10個 では増 殖 しな かつ た。
島 と自由細 胞 か ら成 っ て い るAH格0,AHア974は ガ ラス壁 に附着 して増殖 し,ま た浮 遊 す
る細 胞 も存 在 した。AH150とAH7974は と もに1肌Zあ た り100個 で増殖 したが,1鵬Z
あた り'10個 で は増殖 しな かつ た。
島 と 自由細 胞 か ら成 るAH66は1肌Zあ た りお よそ100,000個 の 接 種細 胞数 で長 い ■ag
phaseの の ちに初 代培 養 で増 殖 したが,1πZあ た り10,000個 以 下 の接 種細 胞数 では 増
殖 は み られ なか つ た。 これ を=:次 培 養ナ る と,初 代 培 養 にお け る よ うな ユagPha8eは み ら
れ ず,直 ちに増殖 した。
大 きな島 を形 成 す るAH17ろ は 増殖 しなか った。
この よ うに ラツ ト腹水 肝 癌 に むい ては 形 態学 的 特 徴 と試験 管 内増 殖 様 式 との間 に相 関 が興,出さ
れ た。 す な わ ち 自由細 胞 系の細 泡 は 浮遊 して増殖 ず るが,島 を形 成 す る細 胞 は ガ ラス壁 に附着 し
て増殖 す る傾 向 が あ る。
江マ ウス 腹水 肝 癌MH154の 液 体培 地 にむ け る増 殖 様 式
マ ウス 腹水 肝癌MH134は 初 代培 養 で増 殖 せず,お よそ50日 聞 の細 胞 の増殖 しない期 間 のの
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ちに増殖 ナ る細 胞 が 出現 した。 この培 養細 胞は培 地 宇 に浮遊 して増 殖 し,平 均 世代 時 間お よそ20
時 間 で2ケ 年 以上継 代 して増 殖 してい る。 この培 養細 胞 を培 糞各 時 期 にG5Hマ ウス に戻 し移 殖
を 行 なっ た ところ,継 代 初期 に は元 のMH154に 比 較 し て移 植性 の差 は ほ とん ど なか つ たが,508
日継 代 培養 の時 点 では 移 植性 は 約1/1,000に 低 下 し ていた。
試験 管 内 で増 殖 す る よ うに なつ た培 養MH154細 胞 をG5Hマ ウス の腹 腔 に移 植 して継 代 しな
が ら,各 代 ごとにそ の試 験 管 内増殖 性 を検 討 した。 動 物通 過 初期 にはin▽i七roで も活発 に増
殖 したが,し だ い に増 殖 性 は 低下 し,一 時 増 殖 しな くな つ た時期 が 認 め られ た。 この 間,生 体 内
に移 植 され た培 養MH154の 組織 侵 潤 性は,継f購 刀期 には 極 めて軽 慶(大 網 の み)で あっ たが,
継 代 を重 わ るにつ れ て侵 潤は 強 くな り,腹 部 内臓(大 網,腸 間膜 リンパ腺,横 隔 膜,肝 門部,性
器 周囲 等)に み られ る よ うに なつ た。
皿 固型培 地 に かけ る増 殖
実 験 条件 の確 立3、固 型培 地 に 於け る寒天 層 を 二層,ナ な わ ち寒 天濃 度4%の 支持 層の上 に,細
胞 を含 む鎚天 濃 度0.5%の 上 層 を 作製 した。 この 支持 層 に よつ て上層 の流 動 性 を軽滅 す る こ とが
で きる。 この 固型培 地 の基礎培 麹 夜と してはEa3ユ θ瓢脳 が適 当 で あ り',細 胞 を含 む上 層 の ア
ミ ノ酸 と ビ タミン量 は 規 定 の1.55倍 最 が よい こ とが判 明 した。 ま た基 礎培 養 液にSodiu血
pyruva七e(2伽M)を 添 加 す る と コ ロニ ー形成 率 が上 昇 したQ
コロニ ーの形 態 と腫 瘍 各系 間 に み られ る差 異::寒 天 固 型培 地 申 で吉 田 肉腫,αv齢 よび 腹水 肝
癌各 系(AE15,AH1ろ σ,AH1ろM,AH66F,AH7974F,AH130F(Sユ),AH150F
(c十),AH425,AH150)は コロニ ーを形 成 し,吉 田 肉腫 の コ ロニ ー形 成率 は 齢 よそ16%
で あつ た。
寒 天 中 に形成 され た コロニ ーの 型 は三 種類 ・がみられる。増 殖 した細 胞 が塊 状 を なす もの(1型)
塊 状 の増 殖 か ら柄 を 出 して更 に羅 の か た ちに広 が る キノ コ状 の もの(皿 型),表 面 あ るい は0.5
%と1%の 寒 天層 の 間に 円板 状 に増 殖 ず る もの(皿 型)が ある。 これ らの三 種類 の コ ロニ ーの型
は腹水 肝癌 各系 に観察 され,系 に よる差 異 は み られ なかつ た。
しか しなが ら(1)型 の塊 を なす コロニ ーの型 態 を顕 微鏡 下 に観 察 す る と 自由細 胞 系(AE15,
AEて ろG,AH15M,AH66F,AH7974耳AH150F(S1),AH15QF(G),吉 田 肉腫,(}V)
は 周囲 の寒 天 中 へ細 胞が 侵入 しや ナ く境 界 が はつ き りしないが,AH425で は 境界 の 明瞭 な コ戸
ニ ーを 形成 す る。 この 固型培 地 は,浮 遊増 殖 す る細 胞 の培 養 に応 用 して今 後 種 々の実 験 に 用い る
こ とが で きる もの で あ る。
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審 査 結 果 の 要 旨
本 論文 は薬 物 の癌 細 胞 に対 す る効果 を研 究 す る第 一段 階 と して,そ れ 以 前 の癌細 胞 に 関す る基
礎 的 な問題 を と り扱つ た もの で あ る。
材料 と して用 い た ラツ ト腹水 肝癌 は 系に よ り腹水 像,染 色体,移 植 性 な どに関 し て特長 的 差 異
す なわ ち個 有 性 を もつ て い る。 これ らを体 外培 養 した と きに も増 殖 様式 に澄 い て各 系間 に個 性的
差異 が み られ るか ど うか が,こ の 研 究 の ひ とつ の 目的 で ある。 一 方 マ ウス腹水 肝癌 は長期 間体外
培 養 す る と癌 細 胞 の性 質 に変化 が み られ る こ とがわ かつた。 これ は 皿U七atiOnと もeθ ユ9C七i-
onと も説 開 され る し適 応 と も考 え る こ とが で きるが,細 胞遺 伝 学 的 に解析 を要 す る問題 で あ る。
この ため に は単 一細 胞 に 由来 す るcl。neを うる実 験技 術 が 必要 と なつ た。従 来 多撒 め細 胞 を あ
つ かつ てcユOneを うる適 当 な方 法 は なか つ た が,培 地 中 に浮遊 増 殖 す る細 胞 を ゲ ル状 の寒 天 中
に植 え込 ん で,細 胞相 互の 接触 を阻 止 して増 殖 させれば,寒 天 中 に形 成 され た コ ロニ ーは単 一一細
胞 由来 のcユ 。neと み なす こ とが で きよ う。 そ こで寒 天 を 用い た固 型培 地 に よる コ ロニ ー形 成 の
方 法を 吉 田肉 腫 を実験 材料 と して開発 し,9種 の腹 水 肝癌 と5種 の培 養網 胞 の コ ロニ 甲の形 態 を
比 較検 討 した。
AH15,A三115R,!～H66F,AH7974Fは 培 飾 甲に浮遊 し て初代 培養 で増 殖 す るoAH150,
AH7974は 初 代培 養 で ガ ラス壁1て1・1∫着 して も増殖 す る。 これ らは1妃 あ太 り10個 あ るいは
100個 とい う少数 の細 胞 で 竜増 殖 した。Aヨ66は1尾 あた310㌦ 固の細 砲数 で初 代培 蒸 で
:噌殖 し,そ れ以 下の細 胞数 では増 楚 しな かつ た 。AH173に 増 殖 しなか っ た。
マ ウヌ腹 水肝癌 顯 得4は 初 代培 養 で増殖 せず,診 よそ50日 間 の増 殖 し ない期 間 の の ちに増
殖 す る細 胞 が 出現 した。移 植 率 は308日 間継 代培 養 の 時点 では 窪/1,0eOに 低 下 し てい た。培
養 細 胞 を.動物 を通過 させ,試 験 管 内増 魑 住 を検 討 した と ころ,増 殖 性 は 低 下 し,一 時増 殖 しない
時 期 が み とめ られ た。
寒 天培 地 中 で壱 田肉 鍾 澄 よび9種 の 腹水 肝癌 は コロニ ーを 形成 す る.吉 田肉腫 の コロニ ー形 成
率 はお・よそ16%で ある。層寒 天 中の コロニ ーの型 は5種 類 がみ られた。 塊 の もの,キ ノ コ状 の も
の,円 板 状 の もの で,こ れ らは 系に よる差 異は み られ な かつ た。 しか し塊 を なす コ ロニ ーの形 態
を観 察 す ると 自由細 抱系 は周 囲 つ寒 天 中 に侵入 しやすい 、一 方AH425嬉 境 界 の明 瞭 な コ自ニ ー
を 形成 した。
この 方法 は 今後 種 々の制 癌 剤 の効果 を判 定す る実 験 に 応 用ナ る こ とが で きる。
以..ヒの如 く本 論 文は 独 創 的 内容を 含 み,有 意 義 な成 果 を え てい るの で,博 士論 文 と して充 分 価
値 あ る もの と認 め る。
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